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Abstract
'Ihe purpose ofthis stud] was to idenriti five unknown bactefial slrains by using I6S rRNA gene
sequencing. Thes€ sirajns isolated from endodontic lesions and periodontal pocker are culrure-difficult
and iner l  in mol l  biochemical lests.  and could nor be classi f ied to an) eslabl ished bacier jal  specjes by
convent ional bacter iological  melhod. In the prescnt stud).  genomic DNA uas exlracted t lom t l re
cultured bacterial cells with Instacene (BIO-RAD). and thc l65 rRNA Sene was amplificd by PCR with
universal prin1ers (27F and 1492R) and Premix'1aq (Ex Taq version, Taka.a), then was s€quenced by
using a Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham) and an
AlFexpr€ss DNA sequencer (Pharmacia l,KB). The segmented nucleotide sequences of 165 rDNA
were integrated by using SEQMAN in LASERGFINI:compuler program (DNASTAR). ' Ihe l6S iDNA
seque"ces ofthe unkno\\,n bacierial strain were applied to GenBank b] using BLAST program to search
thc iuspecled bacterial species. The MEGAT-lGN search program show€d thal the scquence similarities
were 89.5%- 91.:l% to a iype strain ofDialister pneumosinlcs among the eslablished bacterial \l].cies.
Based on the ph)logeneric data. it is considefed thar the uve unknown strains have to be presented a new
bacterial species as Dialisrcrlike bacteriunr.
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Dnt,:nkan diJakafta
Pendahuluan
Di alanr dapat dipasl 'kaD bahrva
se.jumlah besar bakteri belum dapat
diklasifikasikan. bahkan belum dapat
di ideDtif ikasi dengan metoda )ang sudah
ada. Demikian juga deDgan spesies bakteri
yang merupakan flora di poket periodontal
atau lesi endodontik, banyak yang belum
te.J: .r. Diperkirakan sekitar 50% dari
ikroflora tersebut yang belum
teridentif ikasi. '  '
Pada peneli t ian iDi. sampel berupa
lima strain bakteri hasi l  isolasi dari lcsi




endodontik dan poket periodontal, yaDg
suli t  untuk dibiak. Bakteri tersebut t idak
dapat ombuh pada media cair PY-glukosa.
Cifi dari strain tersebut. bersifat anaerob
obligat, lidak bergerak. tidak berspora.
berbentuk kokus kecil  (0.5un) dengan
susunan sendiri atau berbentuk rantai
pendek. Hasil pewamaao Gram
menunjukan hasil  yang t idak pasti,  secara
benamaan tampak negatif Gram dan
posit i f  Gram. negatif  Cram disini tampa
lebih dominan. Pada agar darah lang
drkcram sccara anaerob selama 7 hari,
menuniukan pedumbuhan berupa koloni
Ariadna Dla$, Futo'hiNakazava dah Etsuro Hoshino
keci l  (kurang dari  lmm). dengaf
[arakter inik bundar.  menorlol  atau
cembuDg, keruh dan berwarna abu-abu.
oleh karena bal ler i  tersebul sulr
untuk dikul tur dan juga t idak memberikan
r(xk. i  pada umumn)a (r i  biol imia.
sehiDgga untuk identifikasi bakteri yang
I|dak drkc al  i t | i .  maka digunal 'an melod:.
lb\  rR\A gene . \equen, ( .  Mcrodi
'nolekuler ini dapat digunakan unluk
menderek. i  .pe. ie.  bal ler i  )ang sul i
lumbuh atau bahkan untuk bakteri ]ang
r d r (  m u n g l i n  t u r r b u h  ( e k a l i p u n  ' a  P a d a
'ddr ini .  penerapan dat i  t -henotL\ononr
JdI nrelode rnole(rr ler .ebagai ala.
^ 'ar i f ikasr kelnrrrpok taksonomi darr telal ,
l reunaLan unluk memperketralkat.
berbagar spesles yang baru,
Cara iderrt i f i l ,asr bal ter i berda.arkar,
urLrtan l65 rDNA, merupakan cara yang
pal l . rg rnrrtahir  dan dlLrral .  oleh lare| la dald
lrddrar lan ata. urutan D\A yang pa.t i
Tehnik ini lebih dapal dipercaya dan lebih
repal drbandingkan dengdn tehni l
rdenlr f ikasi  berdasarkan hasi l  metabol ism.
dan morfologi secara konvensional.r'6
luJuan dan penel i t ian rni  adalah untuL
menCrdentrf ikas'  le l ima balter i  )ar)g sul i t
unruI dibiak ter<ebul.  Unluk mencapa.
r, l , ' r  rersebul.  digunalan metoda 165
rR\iA gene sequenc€ untuk mendapatkan
uru6n gen l6s rDNA dari  masing-masing
Lel ima bakter i tadi .
Bahan dan Cara Kerja
Persiaprn dari DNA
Sel pellet bakleri disuspensikan
l*edalam saliD nornal steri l .  suspensi
reEebut ^kemudian disentrifugasi l2 000rpm. 20"C, selama l5 menit. Setelah
ienrrjfugasi, s€t bakteri dilisiskan
menggunakan larulan Instacene, 200s1
lBio-Rad. Hercules, CA) dan DNA bakteri
diekstraksi mengikuti prosedurstandard.
Amplifikasi PCR dari 165 rt)NA
den pengurutan DNA
Ampli l ikasi  dar i  l65 rDNr'
m e r g 8 u | | a l a n ' u l l l  . u a r u  r e a k s r  a m p u r a n
)ang rnergandt lng l l  dat i  turni^Tda
(Takara. Tok)o), 4p mol dari priner
Ol igonukleot ida yang universal dan 50ng
l l rr , ' r rr"som D\ \  dar i  hdkter i  )ang t idak
dikenaltadi .
Paker primer Oligonukleotida yang
digunalan un(ul  mengarnpl i f ikasi  dar i  l6S
rD\A .rdalah 2- l  15 -
AGAGITIGATCMTGGCTCAG-3') dan
l 4 a l r  t 5  -
I'ACGYTACCTTCTl'ACGACTT-3' )
yang n€mpunyai kaitan dengan urutan I
.ampai 2- pd.ang baqa dan dari  l4q2
.ampai l j ' l  pa.aIg ba.a pada urulan gen
l63 (DNA dart Escherichia coti.
Amplrf i  kasi  di la lukan menge.ural 'an
alat Pn'yr,unuthL I hermal t "ntr,'lL '
( P  I C -  1 0 0 .  M J  R e - e a r c h .  \  a t e n o t t n . M a s ' )
Inengi lul i  faramelef .ebatai  ber i l 'u l  15
.ycld, tahap denaturasi. 94"C selama I
menir.  penempelan., l5 'a.elama dua meni l
dan ek.tensi  7: 'L selama 2 menit .  Produk
ampli f ikasi  kemudian dianal isa dan
dirarnpi lkar dcngan ,  ara elekrr"Thor,  t i -
nrerrggunafa| l  Jel  Agarntc 20d temudian
di$anraf dengalr  FIh tun b,onidc. Ptoduk
da(i Pul)n^ htse (hain Reo.Inn IPCR\
tcrsebul.  \elanjulnl  a digunakan sebagai
Dl\A !.ntLtlote Dada saat meneanali\a
unrtan DNA. "
Unruk metoda :equent "y,L d2Ji
urutaD 165 |DNA, digunakan a l&eryo
r",!u, n, c .fluote'cent lahellcd prtncr,y L
hr lArner. l ram Pharmacia Biotech. UK)
d c n 3 a n  l 4  p r r r n e r  u r r r r e n a l  1 . r n g  d i h b e l
delgan Cl-5. mengikur i  pro5edur
perusalraan. \ lx l  Ph,trnuiu AI f txpret.
r  P h J f l n a c i a  l K B .  \ $ e d e t l t  d i g u n a k a n
untrr l  melgarral i ra ururan l65 rDNA.
Bagian per bagian dari  urulan nukleot idd
lo\ rDNA lang dihasr l lan dari  olat
terrbut.  digabungldn menggrrnalan
SEQM4N pada program komputer
L4SERGENE (DNASTAR, Madtuon, WL)
Urutan lengkap 165 rDNA dari strain
b a k e r r  l a n g  t i d a l  d i k e n a l  d i a p l i k d c i k d n  k e
G/r?B.rr i 'nenggunakan program r l- l , l f
) ,ang dapat membantu untuk mcnerrtukan
jerr i ,  dar i  rpe' ie.  bal , terr  rer.ebut.
Selanjutnya jarak evolusi dua korrponen
dan hubungan phylogenetik diana.lisa
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Analtsd Ljl an aen 165 |RNA ddri Bdkteti Orcltitlg lidok Dikendl
rnenggunakan Drebda a /rrl/r/ pada
I,IEGALIGN pada program kompuler
LAS E RGEN E.. 3
Hasil
Berdasarkan hasil  yang didapat dari
progran Bl.lSI mengacu pada data yang
l€erdapat di GenBdnk, urutan lengkap 165
IDNA dari ke lima bakleri yang tidak
di l ,eirr l  rc| .<brrt  Incrnpurr)  ni l ingkr '
kerni frp.rn I(rdekdr dengar .p(bie. " t . r , '
Diulistcr. Pada rarking yang lebih rendah
jLrga rnempunyai kemiripan dengan bakte.i
tna?tn:fiitr nu.ilntni'. Ana?n'.u \ u"
gernlinatus, Megusphaera elsdenii dan jugo
Itl"n'pol h tllonella \epPrt.
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Gbr L Urutan 165 rDNA dari bakeri )-ang tidak dikenal (1390 pasang basa).
Average Length/Sequcnce : 254 bases
Total Sequence Length : 8646 bases





: l i90 bases
: 9 seqlLences
: 25 scquences




I 89.5 9 l . l Dialister
2 1 .5 q6.5 2 SamD€l - l
7 . 3 Samoel-2
I 2
Ariodna Dldis Futoshi Ndkaruva dan Etsuro Hashino
I abel L Mairix kemiripan l65 rDNA bakleritidak dikonal terhadap ripc strain Dialistcr pneumosntes
Hasil  analisa kemiripafl
menggunakan MEGALIGN daJi ur$an 163
rDNA dafi kelrma balleri  yang t idal
dikenal dibandingkan dergar Urutan l65
rDNA strain tipe dari Dialister
pneunh,.\tnt(r. rnemperl ihatlan persentasi
lemiripan )anB ierendah adalah 89.5on dan
)ang teninggi 9l.3%.
Diskusi
Kelima bakteri sampel yang tidak
dikenal ini pada hasil  biakan
memperlihatkan ciri ciri sebagai berikut.
\lcreka tidak dapat umbuh pada media carr
Pl-giukosa daI derajat leasaman (pl-
rrdal turun selelah inl,ubasi elama l4 hari.
Tidak ada bahan tambahan yang mampu
merstimulasi perlumbuhan pada media carr
reaebut. OIeh larenanya kelima bal ' leri
fang t idak dikenal ini,  dapat disebul
iebagai bakteri yang suli t  dibiak. Unt k
mengidentifikasi bakleri yang tidak dikenal
ddn juga sulir dibiak ini.  "arrgat cocok
rnenggunakan meloda l6S rRNA g?,?.
seq ence. Telah banyak dilaporkan bahwa
umumn)a bakteri )ang suli t  dibiak ara-
ridak dapat dibiak haDya dapat dikenal
.ecara analisa ututan seL.ara lengkdp Ios
rRNA geDe-'
Reaksi biokimia dari lel irna bakrerr
\ang t idak di lenal ini memperl ihatl ,a 
rer:1' nrasi Larbohidral negali i  Hidrolsa
Jari Eskulin. srarcl. gelarin dan egg prorein
negatii Katalase, DNAse, lipase dan
recithinase t idak dapat dideteksi. Balteri
rersebut juga tidak memproduksi Amonia
l l t . ln' t tn tt l l iJt.  aceloin. indol alau Ea\.
Trdak ada reduksi Nitrat. Infbrmasi
informasi ini memperl iharkan bah|ra posi!.
hksonomi dafl bakren balteri ini sangar
tidak pasti. Mereka umumnya negalifGram
letapi t idak menghasil lan lal lal arau
piruvat dan tidak mereduksi nitrat
Secara prinsip dapat dijelaskan,
metoda 165 |RNA gene sequence
berdasarlan hasil  analisa pada urutan
rrrrkleotida r i  I6s rRNA gene dari isolal
)ants t idak dikenal tersebut. Hasil  dari
isola\i  DNA. di lalulan amplif ikasi
terhadap 165 rDNA secara PCR
menggunakan primer universal. Urutan
lengkap dari produk PCR { l65 rDNA) dari
isolat radi Lernudian dibandingLan dengan
uruta'r l6S rDNA dari bakteri laiD yang
tersirnpan dalam bai) l  dara. '  Metoda loS
rRNA gs"e sequencing tel^h diket^hu
dalam $aktu relarif  singkar mampu unluk
menangani i \olat dalam jumlah be'ar.
Kelemahan dari metoda ini,  adalah walau
identif i lasi berdasarkan penBururan
lomponeD DNA .angal efclt i f  urrul
rrnglalan ger)ui. retapi r idal dapat dipakai
u|l luk mcngidenrif ika\i  pada ltngkat spesiej
bi la dua atau lebih spesies )ang berlaitan
menunjukan kemiripaD leh;h dari 9'/o/o.'
Metoda dasar un(uk menganalrsa
urulan 165 rDNA berdasarkan atas nretoda,
enzymatic, yang menggunaKan
Lltcleonnbonuc tc ot ide t ipho:phares.ta Parz
ahli taksonomi memanfaatkan pengetahuan
diatas untuk memperkenalkan je is bakteri
baru misalnya pelaporan Actinomyces
europaeus dari spesimen kl inik'  atau
nerevisi posisi dari kelompok bakteri,
seperti yang dilaporkan untuk bakteri
Eubacteriun ti idum.''
Satu patokan untuk membuat atau
|lreneDtukar] genus yang baru, bi la hasil
kemiripan dari urutan l65 rRNA gene
straiI] yang dicari d€ngan kelompok bakteri
yanB terdekat yang terdata di GenBank
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kurang dari 97%.r Pada peneUtian ini.
kinrir ipan urutan dari 165 rDNA dan
kelima bakteri yang t idak dikenal
k€seluruhan nya kurang dari 97%,
dibandingkaD dengan seluruh bakleri yanlr
rcrd?ra di GenBdnk Hasil pclacakan
metode ,vrGlZlGN pada program
Lompuler l ,4SFnulVf mernperlhatldn
bahwa urutaD 165 rDNA dari kel ima
hakreri \ang t idak . l ikenal mempunlai
kernir ipan lang lerdekat berl isar anlara
(89.5%-91.3%) terhadap Dialister
pneunnsintes ATCC 11048 diantara
keseluruh spesies bakteri ]ang terdata.
Kesimpulan
Berdasarkan data data diatas dan
lra\r l  al lal i .a phl logewrtk. dapal
d i s rmpu lka | l  bah t ra  ha r i l  u ru ld r  l 6S  rDNA
dari kel inra bakteri yang t idak dikenal
ler 'chur. mempunlai Lemiripan )ang
rurt lr)ggi lerhadaf . lrain l ipe DldlA/c.
pneumosintes (89.5yo-9 1.3%) dibandingkan
dengan tipe strain jenis bakteri yang terdata
Iainn)a selanjurn\r. rntul kel ima bakleri
)ang ridak di lcnal ter5ebul. dapal
diperkenall ,a| l  .ebagai spe.ie. bakleri barrl
dengan ama bakteri Dialisterlike.
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